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АНТИМИКРОБНЫЕ СВОЙСТВА ЭФИРНОГО МАСЛА PSEUDOTSUGA MENZIESII

Аннотация. Методом паровой дистилляции получены образцы эфирного масла Pseudotsuga menziesii, интроду- 
цированной в Республике Беларусь. С применением газожидкостной хроматографии идентифицировано и определе­
но более 20 компонентов. Доминирующими компонентами являлись борнилацетат (-25-30 %), камфен (-14-15 %), 
а-пинен (-7-8 %), [3-пинен (-8-10 %). Показаны особенности распределения энантиомеров основных компонентов 
эфирного масла Pseudotsuga menziesii. Установлена его оптическая чистота по (-)-борнилацетату. Выявлена анти­
микробная активность эфирного масла Pseudotsuga menziesii в отношении тестовых культур грамположительных 
и грамотрицательных бактерий. Грамположительные бактериальные культуры оказались более чувствительными 
к ингибирующему действию эфирного масла. Показано влияние оптической активности доминирующих компонен­
тов эфирного масла на его антимикробные свойства.
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ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF PSEUDOTSUGA MENZIESII ESSENTIAL OIL

Abstract. The steam distillation method was used to obtain samples of essential oil of Pseudotsuga menziesii introduced 
in Republic of Belarus. More than 20 components have been identified and determined in the essential oil of Pseudotsuga 
menziesii by gas liquid chromatography. The dominant components are bornylacetate (-25-30 %), camphene (-14-15 %), 
a-pinene (-7-8 %), [3-pinene (-8-10 %). Distribution of the enantiomers of the main components of Pseudotsuga menziesii 
essential oil are shown. It was determined the optical purity of oil to (-)-bornylacetate. The antimicrobial activity of Pseudot­
suga menziesii essential oil was detected in relation to test cultures of gram-positive and gram-negative bacteria. Gram-posi­
tive bacterial cultures were more sensitive to the inhibitory effect of essential oil. The effect of the optical activity of essential 
oil dominant components on antimicrobial properties is shown.
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Введение. Эфирные масла хвойных растений содержат ценные биологически активные ком­
поненты и обладают иммуномодулирующими, ранозаживляющими, антимикробными, проти­
вовоспалительными свойствами, что играет важную роль в охране здоровья человека.

Псевдотсуга Мензиса (Pseudotsuga menziesii) -  вид рода Псевдотсуга (Pseudotsuga) семейства 
Сосновые (Pinaceae), произрастающая преимущественно на обширных территориях западной 
части Канады, США, севера Мексики, на островах Тихого океана [1,2]. Растения отличаются ис­
ключительно быстрым ростом и долговечностью. В климатических условиях Республики Бела­
русь псевдотсуга Мензиса сохраняет при интродукции высокие темпы роста и продуктивность, 
практически не подвержена грибковым заболеваниям, не поражается насекомыми-вредителями 
[3]. Поэтому наряду с сосной обыкновенной и елью европейской Pseudotsuga menziesii все чаще 
входит в состав лесных насаждений Республики Беларусь.
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Согласно литературным данным [2-5], эфирное масло Pseudotsuga menziesii содержит ценные 
биологически активные соединения и обладает рядом лечебных свойств. В научной литературе 
имеются публикации по компонентному составу и антимикробным свойствам эфирного мас­
ла Pseudotsuga menziesii различного географического происхождения [6-8]. Проведенные в по­
следние годы научные исследования доказали наличие взаимосвязи биологической активности 
эфирных масел хвойных растений и оптической активности входящих в их состав компонентов 
[9-14], однако свойства эфирного масла Pseudotsuga menziesii, интродуцированной в Республи­
ке Беларусь, изучены слабо. В этой связи изучение компонентного состава, характера распре­
деления энантиомеров и антибактериальной активности эфирного масла Pseudotsuga menziesii, 
произрастающей в условиях центральной агроклиматической зоны Беларуси, представляет на­
учный и практический интерес.

Цель настоящей работы -  изучить компонентный состав, характер распределения энантио­
меров компонентов и антимикробные свойства эфирного масла Pseudotsuga menziesii из коллек­
ции Центрального ботанического сада Национальной академии наук Беларуси.

Объекты и методы исследования. Объектами исследования являлись образцы эфирного 
масла, выделенные из охвоенных концов ветвей длиной 30-40 см Pseudotsuga menziesii из кол­
лекции хвойных растений Центрального ботанического сада Национальной академии наук Бе­
ларуси (ЦБС НАН Беларуси). Эфирное масло получали методом перегонки с водяным паром.

Компонентный состав эфирного масла Pseudotsuga menziesii исследовали на газовом хромато­
графе Agilent 7820А GC (AgilentTechnologies, США), оснащенном пламенно-ионизационным де­
тектором и капиллярной колонкой НР-5 (30 м х  0,32 мм X 0,25 мкм) в следующем температурном 
режиме: изотерма при 70 °С в течение 5 мин, подъем температуры до 115 °С со скоростью 3°/мин, 
изотерма в течение 20 мин, затем подъем температуры со скоростью 4°/мин до 200 °С, изотер­
ма в течение 10 мин в токе газа-носителя гелия. Скорость потока гелия -  2,4 мл/мин, величина 
сброса -1 :14 .

Разделение энантиомеров компонентов эфирного масла Pseudotsuga menziesii выполняли на 
хроматографе «Цвет 800», оснащенном пламенно-ионизационным детектором и оборудованном 
капиллярной колонкой Cyclosil В (30 м X 0,32 мм X 0,25 мкм), в температурном режиме, анало­
гичном режиму анализа на хроматографе Agilent 7820А GC. Газ-носитель -  азот с линейной ско­
ростью 16,2 см/с, величина сброса -1 :2 6 . Температура испарителя -  230 °С, температура детек­
тора -  280 °С.

Объем вводимой пробы цельного эфирного масла составлял 0,1 мкл. Временем удерживания 
несорбирующегося газа считали время выхода пика метана.

Для идентификации основных компонентов эфирного масла проводили сравнение относи­
тельных индексов удерживания (ОИУ) компонентов со значениями ОИУ стандартных образцов 
терпеновых соединений. Расчет ОИУ основных компонентов эфирных масел производили по 
формуле

ОИУ = 100]
^ R ( x ) +  Ч  ^  ? lgtf(x) ]  ^ R ( n )  +  Ч  ^  ^Л(я) ]

+п >,

где t' , t’m , t'R + -  приведенное время удерживания анализируемого компонента, н-алкана
(СяН2я + 2) и следующего и-алкана (Си + ,Н2я + 4) соответственно, причем t'Mn)<t'R{x)<t'R(n + ц. Величи­
ну q рассчитывали по значениям приведенного времени удерживания трех последовательно вы­
ходящих н-алканов:

Ґ  + 1 ' — 2 /*l R ( n ) ^ l R ( n + 2 ) A l R ( n + l )  

1 § (Ц (п + 1 )  І  * Я (и )Ц (л + 2 ))

В качестве реперных компонентов для расчета ОИУ использовали н-алканы С7-С  6.
Для количественного определения идентифицированных компонентов эфирного масла при­

меняли метод внутренней нормализации без учета относительных поправочных коэффициентов.
Содержание компонентов по методу внутренней нормализации рассчитывали по формуле 

со = S.- 100/ІУ, где со. -  содержание /-го компонента в смеси, %; S -  площадь пика /'-го компонента.
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Энантиомерный избыток Ех рассчитывали по формуле Ех = [(Amax -  ̂ min)/(^max + Amin)] ■ 100, где 
Amax -  площадь пика преобладающего энантиомера, Amin-  площадь пика второго энантиомера.

Все измерения производили в четырехкратной повторности, учитывая только средние значе­
ния по результатам трех экспериментов. Согласно основным техническим данным хроматографа 
«Цвет-800», допустимые значения относительного среднего квадратичного отклонения времени 
удерживания и площади пиков составляют соответственно 1 и 2 %.

Антибактериальную активность определяли методом диффузии растворов эфирного масла 
в агар (метод бумажных дисков). В качестве тест-культур использовали санитарно-показатель­
ные микроорганизмы: Staphylococcus aureus, Salmonella alony, Bacillus subtilis, Clostridium sp., 
Escherichia coli Hfr H, Pseudomonas aeruginosa. Суточную культуру микроорганизмов (0,1 мл) 
распределяли шпателем по поверхности подсохшей плотной питательной среды в чашке Петри. 
На поверхности засеянных сред на расстоянии 1,5-2,0 см от края чашки на равном удалении 
друг от друга раскладывали стерильные бумажные диски диаметром 0,5 см. На диски наносили 
по 10 мкл растворов эфирных масел в этаноле, выдерживали посевы при 4 °С в течение 4 ч с по­
следующим инкубированием в термостате при 30 °С в течение 24 ч. В ходе изучения определяли 
диаметр зон ингибирования.

Минимальную ингибирующую концентрацию (МИК) эфирного масла псевдотсуги Мензиса 
определяли методом серийных разведений антимикробных агентов в жидкой среде. Путем раз­
ведения растворов препаратов получали различные действующие концентрации эфирного масла 
(5-0,05 %) в культуральных жидкостях (исходное содержание клеток ~104 КОЕ/мл). Посевы ин­
кубировали при 30 °С в течение 24 ч. Затем, визуально определив наличие мутности в каждой из 
пробирок, выбирали ту из них, которая содержала прозрачную суспензию и наименьшую кон­
центрацию антимикробного агента. Эта концентрация соответствовала МИК. Результаты усред­
няли по данным двух экспериментов.

Для идентификации компонентов и оценки антибактериальной активности использовали 
стандартные образцы (-)-а-пинен (Fluka, США, CAS 7785-26-4); (+)-а-пинен (Fluka, CAS 7785- 
70-8); (-)-камфен (Aldrich, CAS 5794-04-7); (+)-камфен (Aldrich, CAS 5794-03-6); (+)-(3-пинен 
(Fluka, CAS 19902-08-0); (-)-Р-пинен (Aldrich, CAS 18172-67-3); сабинен (Aldrich, CAS 3387-41-5); 
(+)-лимонен (Fluka, CAS 5989-27-5); (-)-лимонен (Aldrich, CAS 5989-54-8); ү-терпинен (Aldrich, 
CAS 99-85-4); (-)-борнилацетат (Aldrich, CAS 5655-61-8); (-)-карвон (Aldrich, CAS 6485-40-1); 
(+)-ментон (Fluka CAS 3391-87-5); (-)-ментон (Aldrich, CAS 10458-14-7); Д3-карен (Aldrich CAS 
13466-78-9); геранилацетат (Aldrich, CAS 10587-87-3). Для получения растворов стандартных ве­
ществ (-1-2 %) для хроматографических исследований навески растворяли в гексане. Для полу­
чения растворов стандартных веществ (-20 %) для оценки антибактериальной активности наве­
ски соответствующего соединения растворяли в этаноле.

Результаты и их обсуждение. Хромато­
графическое разделение эфирного масла Pseudo- 
tsuga menziesii позволило обнаружить более 40 
компонентов, 21 из которых идентифицирован.
Основную долю исследованного образца со­
ставляли монотерпеновые соединения (табл. 1).
Их суммарное содержание достигало 35-37 %.
Количественно преобладали камфен (-14-15 %), 
а-пинен (-7-8 %), (3-пинен (-8-10 %).

Кислородсодержащие соединения были 
представлены преимущественно борнилаце- 
татом (-25-30 %), терпинен-4-олом (-5-7 %), 
ментоном (-2-3 %) и карвоном (-3-4 %).

По доминирующим компонентам эфир­
ное масло Pseudotsuga menziesii из коллек­
ции ЦБС НАН Беларуси близко к образцам 
из Сербии. Главными компонентами эфирно­
го масла сербского происхождения являлись

Т а б л и ц а  1. Идентифицированные 
компоненты эфирного масла Pseudotsuga menziesii 

T a b l e  1. Identified components of the essential oil 
Pseudotsuga menziesii

С о е д и н е н и е С о д е р ж а н и е , % С о е д и н е н и е С о д е р ж а н и е , %

сс-Туйен 0,19±0,00 Метилхавикол 0,46 ±0,01
а-Пинен 7,25 ±0,07 Терпинен-4-ол 5,25 ±0,05
Камфен 14,40±0,13 Борнилацетат 25,85 ± 0,23
Мирцен 0,55 ±0,07 Ментилацетат 0,20±0,01
(S-Пинен 8,64±0,08 а-Терпинеол 1,12±0,01
А3-Карен 2,37 ±0,02 Борнеол 0,29±0,01
Лимонен 2,79±0,02 Карвон 3,15 ± 0,03
1,8 -Цинеол 1,49±0,01 Терпенилацетат 0,18 ± 0,00
у-Терпинен 2,54 ±0,02 Гераниол 1,73 ±0,02
Линалоол 0,15 ±0,00 Геранилацетат 1,82±0,02
Ментон 2,26±0,02 Эвгенол 0,13±0,00
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борнилацетат (34,65 %), камфен (29,82 %), а-пинен (11,65 %), Р-пинен (2,74 %), лимонен (4,52 %) 
[4]. Образцы эфирного масла из Болгарии в качестве основных компонентов содержали р-пинен 
(24,4 %), сабинен (22,2 %), а-терпинолен (18,8 %), а борнилацетат и камфен в них присутствова­
ли в следовых количествах [7].

С целью установления характера распределения энантиомеров основных компонентов эфир­
ного масла Pseudotsuga menziesii проведено его хроматографическое разделение на хиральной 
колонке Cyclosil В. Характер распределения энантиомеров монотерпеновых соединений пред­
ставлен на рис. 1. Основные компоненты исследованного образца а-пинен, Р-пинен и лимонен 
представлены преимущественно в виде левовращающих изомеров, в отличие от камфена, энан- 
тиомерный избыток правовращающей формы которого составлял ~85 %.

Отличительной особенностью эфирного масла псевдотсуги Мензиса из коллекции ЦБС НАН 
Беларуси являлась оптическая чистота по борнилацетату, который представлен в исследованном 
образце только в виде (-)-формы.

Содержание, %

Рис. 1. Распределение энантиомеров монотерпенов эфирного масла Pseudotsuga menziesii 
Fig. 1. The distribution of the monoterpene enantiomers of Pseudotsuga menziesii essential oil

На рис. 2 приведены результаты определения антимикробной активности этанольных рас­
творов эфирного масла в отношении грамположительных тест-культур бактерий. Согласно 
полученным результатам, в интервале исследуемых концентраций эфирное масло подавляло 
рост всех тест-культур бактерий, однако при снижении его концентрации антибактериальная 
активность ослабевала. Растворы масла достаточно активно действовали на микроорганизмы 
Clostridium sp. и Staphylococcus aureus. Несколько слабее проявлялось их ингибирующее влия­
ние в отношении Bacillus subtilis.

Эфирное масло угнетало рост грамотрицательных микроорганизмов Escherichia coli, Pseudo­
monas aeruginosa и Salmonella alony практически в одинаковой степени (рис. 3). На степень прояв­
ления его бактерицидных свойств оказывала влияние только концентрация растворов.

Различное антибактериальное действие эфирного масла по отношению к грамположитель- 
ным и грамотрицательным тестовым культурам объясняется тем, что стенка грамотрицательных 
бактерий имеет внешнюю мембрану (у грамположительных микроорганизмов она отсутствует), 
которая защищает клетку от проникновения агентов различной природы. Благодаря наличию 
этой мощной и непроницаемой клеточной стенки грамотрицательные бактерии более устойчивы 
к действию эфирного масла по сравнению с грамположительными культурами [4].

Для установления влияния оптической активности компонентов эфирного масла на его ан­
тимикробные свойства исследованы этанольные растворы стандартных образцов энантиомеров 
а- и р-пиненов, борнилацетата и камфена, являющихся доминирующими компонентами изучен­
ного образца.
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Рис. 2. Диаметры зон ингибирования роста тест-культур грамположительных бактерий этанольными растворами
эфирного масла Pseudotsuga menziesii

Fig. 2. The diameters of the zones of inhibition of growth of gram-positive bacteria test cultures by ethanol solutions
of Pseudotsuga menziesii essential oil

Ц  0,05 % эфирного масла 0,5 % эфирного масла Я  5 % эфирного масла
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Рис. 3. Диаметры зон ингибирования роста тест-культур грамотрицательных бактерий этанольными растворами
эфирного масла Pseudotsuga menziesii

Fig. 3. The diameters of the zones of inhibition of growth of gram-negative bacteria test cultures by ethanol solutions
of Pseudotsuga menziesii essential oil

Энантиомеры а-пинена (рис. 4) эффективно ингибировали рост всех исследованных бакте­
риальных культур, причем степень выраженности бактерицидных свойств определялась опти­
ческой активностью а-пинена. Левовращающий изомер показал себя активным антимикроб­
ным агентом в отношении грамположительных бактерий (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, 
Clostridium sp.). По полученным нами экспериментальным данным антимикробная активность 
левовращающего изомера (-)-а-пинена существенно выше, чем у (+)-а-пинена. Следует отме­
тить, что в доступной литературе сведения о влиянии оптической активности а-пинена на про­
явление бактерицидных свойств эфирных масел довольно противоречивы. Так, в работах [15, 16] 
показана более высокая эффективность (+)-а-пинена как антимикробного агента по сравнению 
с таковой у левовращающего изомера. Авторы [9] связывают различный уровень антибактери­
альной активности эфирных масел с различным соотношением концентраций (+)- и (-)-форм 
а-пинена. На наш взгляд, различия между показателями антибактериальной активности энан­
тиомеров а-пинена, полученными в настоящем исследовании и приведенными в литературе, мо­
гут быть результатом использования различных штаммов микроорганизмов.
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Рис. 4. Диаметры зон ингибирования роста тест-культур этанольными растворами стандартных образцов энантио­
меров а-пинена

Fig. 4. The diameters of the zones of inhibition of growth of test cultures by ethanol solutions of standard samples of a-pinene
enantiomers

На рис. 5 представлены данные по антимикробным свойствам энантиомеров |3-пинена.

I (+)-(3-пинен (-)-р-пинен

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli Hfr H ! 'V- I

Clostridium sp.

Bacillus subtilis

Salmonella alony

Staphylococcus aureus
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Диаметры зон ингибирования, мм

Рис. 5. Диаметры зон ингибирования роста тест-культур этанольными растворами стандартных образцов энантио­
меров Р-пинена

Fig. 5. The diameters of the zones of inhibition of growth of test cultures by ethanol solutions of standard samples of P-pinene
enantiomers
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Правовращающая форма Р-пинена проявляет более выраженные бактерицидные свойства по 
сравнению с (-)-формой. Аналогичные результаты о более высокой антибактериальной активно­
сти правовращающей формы р-пинена приведены в работе [16].

Данные по антибактериальным свойствам энантиомеров камфена и (-)-борнилацетата 
предствлены на рис. 6.

Аналогично р-пинену правовращающая форма камфена оказалась более эффективной в по­
давлении роста всех тест-культур. Наибольшую активность (+)-камфен проявил в отношении 
грамотрицательных бактерий Escherichia coli Hfr Н и Pseudomonas aeruginosa. По сравнению 
с оптическим изомерами камфена (-)-борнилацетат является более сильным антимикроб­
ным агентом.

Количественно антимикробные свойства эфирного масла Pseudotsuga menziesii были выра­
жены в виде МИК (табл. 2).

(-)-камфен Я  (+)-камфен И  (-)-борнилацетат

Pseudomonas aeruginosa 

Escherichia coli Hfr H 

Clostridium sp. 

Bacillus subtilis 

Salmonella atony 

Staphylococcus aureus

0 5 10 15 20
Диаметры зоны ингибирования роста тест-кулыур, мм

Рис. 6. Диаметры зон ингибирования роста тест-культур этаноль- 
ными растворами стандартных образцов энантиомеров камфена 

и (-)-борнилацетата
Fig. 6. The diameters of the zones of inhibition of growth of test cultures 
by ethanol solutions of standard samples of camphene enantiomers and 

(-)-bornylacetate

Т а б л и ц а  2. Минимальная 
ингибирующая концентрация эфирного 

масла псевдотсуги Мензиса 
T a b l e  2. Minimum inhibitory 

concentration of the essential oil 
Pseudotsuga menziesii

Т е с т -к у л ь т у р ы  б а к т е р и й

МИК э ф и р н о г о  
м а с л а  п о  о т н о ш е н и ю  

к  ш т а м м а м  
б а к т е р и й , %

Staphylococcus aureus 0,2

Salmonella alony 0,5

Bacillus subtilis 0,5

Clostridium sp. 0,2

Escherichia coli Hfr H 0,5

Pseudomonas aeruginosa 0,5

Заключение. Таким образом, основными компонентами эфирного масла Pseudotsuga 
menziesii являются борнилацетат, камфен, а-пинен и |3-пинен. Установлено, что а- и р-пинены 
представлены преимущественно в виде левовращающих изомеров, а камфен -  в виде право­
вращающей формы. Образец является оптически чистым по (-)-борнилацетату. Эфирное масло 
Pseudotsuga menziesii обладает антибактериальной активностью по отношению к грамотрица- 
тельным и грамположительным бактериям и может найти применение в качестве компонента 
лекарственных средств с бактерицидными свойствами.
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